血液および血管壁の自己蛍光分析による動脈硬化度診断法の開発研究 by 佐藤  正明




































2.研究組織. . . . . . . . . ‥ . . . . . ‥ . . ‥ . . . . . ‥ . 8





5. 1　ヒ下血兼の自己蛍光の特徴および酸化による蛍光の変化の検討‥ 1 0
5. 2　ヒト血柴の自己蛍光. ‥ . . . . . . ‥ . . ‥ . . ‥ . . 18
5. 3　ヒト動脈壁の自己蛍光. . ‥　‥ . ‥　‥ . ‥　‥ . ‥ . 55
5. 4　モルモット動脈硬化モデルによる血液の自己蛍光分析‥ . . . . 66
















(Blankenhorn and Braunstein･1957 ; Maylath･Palagyi and Banga.1968 ,･ Banga and Biha,i･
Varga･1974) ･最近になって動脈硬化を直接蒸散して取り除くレーザー治療法が導入されるにつれ,
病変部位の特定に用いる蛍光測定が重要視されてきた(Kittrell et a1.,1985 ; Deckelbaum et a1.,1987 ;


























せず,ムコ多掛ま減少する(Murata and Yokoyama, 1989).また,血管壁の石灰化が生じている部分
では,ハイドロキシアパタイトが同定されている(Fitspartricketa1.,1994).
また,これらの化学組成の蛍光性については以下の報告がある.コラーゲンはアキレス健や皮J*に















































































間の接着を弱めるという報告も(Espo主ito etal., 1989) , AGEと粥状硬化の成因に関連する根拠の一
つと考えられる.マクロファージのAGE　の取り込みはAGE　レセプターを介して行われるが,これは
macrophage scavenger receptor (MSR)に似ている(Horiuchi etal.. 1996).また,熊状硬化のAGE



















辞素があり,後者にはトランスフェリン,セルロプラスミンがある(Wayer et a1., 1987;Asayama et
a1.,1987).血中黄白はトランスフエリン,セルロプラスミン,アルブミンの順に抗酸化能を示し,加

































































































































ている(Schuh et a1., 1978 ; Roller et a1., 1986 ; Cominacini et a1..1991 ; Demyanov et a1..1991 ;















































量する方法である(八木. 1976;Ohishi et a1., 1985).蛋白はBCA法を用いた市販の測定キット










(chylomicron) , VLDL (比重1.006以下) , LDL (1.006-1.063) , HDL (1.063･1.21)の順で分画し








コン栓で密閉して室温にて軽く振塗した.付加時間は24時間, 48時間, 72時間とし, 24時間毎に気相
を敢素で置換した.
b..硫酸銅付加
血紫の硫軟鋼付加は, Dasguptaとzdunek (1992)の方法を改変した.血祭と硫酸銅溶液を199 : 1
の容積比で混合した時,混合後の硫酸銅濃度が1-5mMになるように硫軟鋼溶液を調整した.血祭に硫
酸銅溶液を199 : 1の容積比で加えミキサーで混合した後, 4℃で72時間静置した. Dasguptaとzdunek
の報告では,硫夜鍋を添加しない血清のTBARS借は2.9nmol/mlであるのに対して, 2mMの硫酸銅の添
加により48時間後にはTBARS億が16.3mmol/mlとなった.リボ蛋自分画の硫酸銅付加も血兼の場合と








数値は全てmean±standard error of mean (SEM)で表示した.動脈硬化症患者と健常者の有意差検
定はunpaired t test,酸化による血紫の蛍光波長,蛍光強度,および過軟化脂質濃度の有意差検定は
























































群の蛍光ピーク波長はそれぞれ457±1nm (mean士SEM) , 459±1nm, 454±1nmであり, A群とB群
は有意な差を示した.また,集団検診受診者, A群, B群の蛍光ピーク強度はそれぞれ1607±














分画によって得られたカイロミクロン, VLDL, LDL, HDL, LPFのコレステロールはそれぞれ, 2士
Omg/dl, 20±5mg/dl, 113±10mg/dl, 42士4mgdl, 6土0mg/dl (n=8, mean±SD)であった.また,
カイロミクロン, VLDL, LDL, HDL, LPFの過酸化脂質濃度はそれぞれ, 1.9士0.5nmol/ml, 2.1±
0･9mmol/ml, 1･3士0.4nmol/ml, 0.5±0.3mmol/ml, 0.3±0.3nmol/ml (n-8, mean±SEM)であった
(表4) .
b.自己蛍光スペクトル
カイロミクロン, VLDL, LDL, HDL, LPFの自己蛍光スペクトルを図10に示す.図10(b)は(a)と同じ
スペクトルを縦軸を変えて示したものである.また,表4にそれぞれの分画の蛍光ピーク波長,蛍光ピー























カイロミクロン, VLDL, LDL, HDLの場合は0.5mM, LPFでは1mMになるように硫酸銅を付加した
場合の付加前後の蛍光ピーク強度の変化を表5に示す.また,その時の自己蛍光スペクトルの変化の一











































































を被り,銅イオン単独および02-共存下ではさらに酸化の程度が増した(Lynch and Frei, 1993).他の
酸化LDLの測定方法として,共役二重結合の吸収,八木別法,ヨウ素滴定法等があるが,銅イオンによ
る酸化では何れの測定法を用いても酸化LDLが測定される(Chajes et a1., 1996). in vitr｡の実験にお
いて, LDLを酸化する方法として銅イオンがよく用いられる(Steinbercher, 1987).また,その他に
自動酸化(auto･oXidation)や血管の内皮細胞(endothelial cells)との捌削こよる酸化等の方法も用い



































glycosylation endproduct)の一つであるが(Ahmed et a1.. 1981) ,ダリケ-ションより過酸化脂質の







cMLは加齢によって生体内組織に蓄積されることから(Cefalu et a1.. 1995 ; Ahmed et a1.,1997) ,長
期間の糖代謝異常や酸化ストレスの組織におけるバイオマーカーとして用いることが提案されている























































自己蛍光を示すが,カイロミクロン, VLDL, LDL, ⅠのLの分画の蛍光強度は血祭と比較すると小さく,
血費の自己蛍光強度の約8割がアルブミンおよびグロブリンから成るLPFによるものであることが確認
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(∩ ≡ 8, mean±SEM∵: p<0.05, ●●: pく0.01)
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図2　段階的超遠心法によるリボ蛋白分離方法
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(a) LDL (b) HDL, (C) LPFに硫酸銅付加した場合の自己蛍光スペクトル
























られていた動脈硬化病巣における自己蛍光物質(Blankenhorn and Braunstein, 1957 ; Maylath･Palagyi
and Banga. 1968 ; Banga and Bihari･Varga, 1974)を利用した病変部位の特定方法が検討されてきた



























































































本実験と励起波長条件が近い報告がいくつかある(Deckelbaum et a1., 1987 ; Leon et a1., 1988 ;
















































































(a)正常な動脈壁(Norma一:∩=6. 56point) , (b)動脈硬化を生じた動脈壁
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ンタル酵母(秩) )を与えたコントロール群(control群) , 2)通常食に1%コレステロールを付加し
たコレステロール群(cho群) , 3)通常食に1%コレステロールと75万単位/kgのビタミンD2を付加
したコレステロール+ビタミンD群(cho+D群)の3群に分けて飼育した. 4, 8, 12週飼育は各群7匹
(control群の12週のみ8匹) , 16過飼育は各群5匹で飼育を開始した.飼育開始直後および開始から4




















採血に続いて動脈壁の摘出を行った.腕頚動脈(brachiocephalic artery ; BC)および鎖骨下動脈














のflow divider (0点)からBCの側面までの最短距離であるA点, o点と同側でOA=OBであるB点, o点
から大動脈弓の側面までの最短距離であるC点の3点を定めた.顕微鏡(対物100倍)にCCDカメラを
接続し,ズダンⅠVで染色した動脈壁のA, B, Cの各点について透過光にて顕微鏡像を撮影した.得ら




A, ら, C点それぞれ3箇所について行いその平均値を求め, A, B, C点のAsとした･
2. 3　血祭成分の測定
血祭成分の測定は骨法によった.コレステロールは酵素法による市販の測定キット(デタミナ-
TC555 ;協和メディックス(柿))を用いて測定した. HDLコレステロール(HDLC)は, HDL分画試薬
キット(デタミナ-HDL;協和メディックス(秩))を用いて得たHDL分画のコレステロールを,上記の

































ラム(TSKgel SuperSW3000 4.6mmI.D.×30cm ;東ソー(秩) )を用いた.溶髄液はpH6.9の0.2Mリン




_した.分子量マーカーとしてアルドラーゼ(Aldolase, 158kDa) ,カタラーゼ(catalase, 232kDa) ,


















メチルホルムアミド(N.N･dimethylformamide)を1 : 19の割合で混合し, 3.000rpm, 10分間の遠心後
に上澄みを採取したものを5FLl注入した.マーカーとしてプロトポルフィリン(protoporphyrin IX;
sigma) , Znプロトポルフィリン(Zn-protoporphyrin ; Pol･phyrinProductslnc)およびコプロポルフィ


















2mg/dl (mean±SEM) , Cho群は204±9mg/dl, Cho+D群は220土14mg/dlであった(図4(a)).絵コ
レステロールに対するHDLCの割合は飼育開始直後は11.6±2.7%であった.その後は各群とも飼育期
間中はほぼ一定で, Control群, cho群, cho+D群はそれぞれ8.4±0.7%, 5.9±0.3%, 5.7士0.3%であっ
た(図4(b)).中性脂肪は食餌群および飼育期間によってあまり変化せず,飼育開始直後は29土5mg/
dl, Control群, cho群, cbo+D群はそれぞれ21±2mg/dl, 18±2mg/dl, 19士2mg/dlであった(図4
(C)).過酸化脂質濃度は飼育開始直後は1.1±0.2nmol/miであった.飼育期間中はControl群は飼育開始
直後と変わらず, cho群およびCho+D群は飼育4週で増加するが,その後の飼育期間中はほぼ一定であ
























図8に飼育16過のControl群, cho群, cho+D群の血柴の自己蛍光スペクトルの一例を示す. C｡ntr｡1
群と比べCho群の蛍光強度は小さく, cho+D群は大きかった･また蛍光ピーク波長はcho群, cho+D
群ともにControl群より短波長であった.血菜の自己蛍光の蛍光ピーク波長は,飼育開始直後は482士





























































































考えられる.既存のポルフィリン分析方法として,溶媒抽出法(Hart and Piomelli, 1981) , HPLC
(近嵐　1994) ,キヤピラリー電気泳動(capillary electrophoresis)を用いる方法等があるが
































であることがわかってきた(Grottumeta1., 1983 ; 又oss. 1896).
動脈硬化の動物モデルとして一般的に知られているのはウサギである.しかし血流状態からみて,
ヒトの動脈硬化は低せん断応力の部位に好発するのに対し(Caro et a1.. 1969) ,ウサギの場合は初期


































D3は24･3±1･2ng/ml, 24,25-(OH)2-D3は2･1±0･3ng/ml, 1 a ･25･(OH)2･D3は44･8±3･1pg/mlであり･これ
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図9　3群のモルモットの自己蛍光スペクトルの変化



















































































(a)過酸化脂質濃度, (b)蛍光ピーク波長(∩=7, Bar-SEM. ●:N.S.,
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図1 7　蛍光分光測定とHPLC分析の相関
(a)蛍光分光測定とHPLCのアルブミン分画の強度比(460nm/490nm).
､ (n=15. r=0.62. p<0.05). (b)蛍光分光測定とHPLCのすべての分画
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